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研究成果の概要（和文）：アルファー7型ニコチン性ACh受容体(α7 nAChR) の内在性修飾因子を同定する目的
で、Ly6Hに着目した。α7 nAChRのリガンド結合領域とグリシン受容体のイオンチャネル領域のキメラ受容体を
構築し、Ly6Hの作用をパッチクランプ法により解析したところ、AChによる流入電流が抑制された。さらに、α7
 nAChRとNACHOおよびRic-3の3種のcDNAを共発現させ、機能的α7 nAChRを形質膜上に安定発現する細胞株を作製
した。この細胞でも、Ly6Hはリガンド誘発電流を抑制した。以上より、Ly6Hは、形質膜上においてα7 nAChに作
用し、流入電流を抑制することが示された。

研究成果の概要（英文）：Alpha7-type nicotinic acetylcholine receptor (α7 nAChR) is a therapeutic 
target for various neurodegenerative and inflammatory conditions. To find a novel α7 nAChR 
modulator, we picked up  Ly6H which is an endogenous protein with structural resemblance to a snake 
venom α-bungarotoxin. Chimeric receptor channel consisting of the ligand-binding domain of α7 
nAChR and the channel domain of the glycine receptor was constructed. Electrophysiological analyses 
revealed that Ly6H reduced the magnitude of ACh-evoked currents. Next, we established stable cells 
expressing α7 nAChR, Ric-3 and NACHO, and ACh-induced currents were analyzed. The TARO cells 
(Triple Alpha7 Ric-3 NACHO cells) showed robust ligand-induced currents. Again, electrophysiological
 analyses revealed that expression of Ly6H in the TARO cells reduced the magnitude of α7-mediated 
currents. These results indicate that Ly6H directly binds to the extracellular domain of α7 nAChR 
and negatively modulates its channel activity.
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１．研究開始当初の背景 

過剰な自然免疫炎症反応（サイトカイン・
ストーム）に対して、生体は自律神経系を活
性化することで抗炎症反射を強力に駆動する。
とりわけ迷走神経 (ACh) を介する遠心性経
路（コリン作動性抗炎症反応）は、動物実験で
敗血症ショックの致死率を大幅に改善するこ
とから有力な創薬ターゲットと考えられてい
るが、その詳細なメカニズムについては議論
が分かれている。 

炎症時における TNF-、IL-6 や HMGB1

などのサイトカインの過剰産生は、激烈な炎
症反応を引き起こす増悪ループを駆動し、サ
イトカイン・ストームと呼ばれる致死性の全
身反応を引き起こす。このサイトカイン・ス
トームに対し、迷走神経の電気刺激は全身性
ショックや臓器障害を強力に抑制するが、こ
の作用は単球やマクロファージに発現するア
ルファー7 型ニコチン性 ACh 受容体 (7 

nAChR) を介することが報告されている。7 

nAChR は高い Ca2+透過性をもち、記憶・学
習に関連する脳領域に発現することから、ア
ルツハイマー病や統合失調症などの脳疾患の
創薬ターゲットとして注目されているが、免
疫・炎症性疾患のターゲットとしても重要視
されている。 

一方で、この 7 nAChR を刺激するリガン
ドの由来については謎のままである。迷走神
経からの ACh がこの作用を担っている場合、
単球やマクロファージの多くが神経終末に局
在して AChを受容することになる。AChは、
生体内の高い分解酵素活性（コリンエステラ
ーゼ）のために半減期が数百ミリ秒と短く、
放出部位の近傍で作用する必要がある。
Tracey らは、迷走神経の活動は腹腔神経節を
介して脾臓交感神経に伝達され、ノルアドレ
ナリンが脾臓 T 細胞の受容体に作用するこ
とで T 細胞からの ACh を放出させ、その結
果、単球やマクロファージ上の7 nAChR が
刺激されて抗炎症効果を発揮するとのモデル
を提出している。 

一方で、α7 nAChR は生体内で重要な役
割を担うにも関わらず、内在性修飾因子に
ついては殆ど報告がない。新規の内在性 α7 
nAChR 修飾因子の同定は、本研究領域の発
展に大きく寄与すると考えられる。 
 

２．研究の目的 

α7 nAChR の機能修飾タンパク質としては、
ヘビ毒である α-ブンガロトキシンが知られて
いる。α-ブンガロトキシンは、4 ないし 5 のジ
スルフィド結合により形成される three-

finger structure (TFS) と呼ばれる特徴的な
構造をもつ。これまでに、TFS が α7 nAChR

との結合に必須であるとの報告がなされてい
る。一方、哺乳動物の体内にも TFS 構造をも
つタンパク質群として lymphocyte antigen-6 

superfamily (Ly6SF) が存在する。Ly6SF に
属するタンパク質は分子量が 10 kDa 程度と
小さく、GPI アンカー型（膜結合型）または

シグナル配列をもつ分泌型として存在する。
このうち数種は脳の nAChR 機能を修飾する
との報告がなされ、Lynx1、Lynx2、SLURP1 

などが知られている。しかし，ヒトで発現し
ている Ly6SF 約 30 種のうち，機能面におけ
る報告がなされているものは僅かであり、そ
の役割は未だ解明されていない。 

そこで、我々は新規の内在性 α7 nAChR
修飾因子の探索を目的とし、網羅的組織分
布解析と in-situ hybridization 解析により
絞り込みを行った。本研究では、α7 nAChR
の発現が強い海馬歯状回などで発現が見ら
れる Ly6H に着目し、α7 nAChR に対する
修飾作用の解析を行った。 
 

３．研究の方法 

α7 nAChR は、通常の培養細胞で cDNA
導入により機能的イオンチャネルを構築さ
せることが困難であり、これが世界的にも
研究進捗を遅らせる要因となっている。そ
こで、(1) α7 nAChR のリガンド結合領域と
グリシン受容体のイオンチャネル領域を結
合させたキメラ受容体チャネル（α7-GlyR 
Chimera）及び (2) 近年明らかとなった
シャペロンタンパク質 NACHO と共発
現させたネイティブ α7 nAChR 安定発現
細胞 (TARO 細胞) を用いて、Ly6Hの作用
をパッチクランプ法、フローサイトメトリ
ー法、ビオチン化アッセイ法などにより解
析した。 

 
４．研究成果 
(1) Ly6H スパーファミリーのマウスでの網
羅的発現解析 
これまでに、ヒトで発現している Ly6SF

約 30 種のうち、マウスでのホモローグが確
認できる分子種について、RT-PCR による
各臓器レベルでの網羅的遺伝子発現解析と
in-situ hybridization による mRNA の細胞
レベルでの発現解析を行い、臓器レベル（脳
での発現）と細胞レベル（海馬や大脳皮質）
での絞り込みを行い、α7 nAChR の機能修
飾タンパク質の候補として Ly6H を見出し
た。 
 
(2) キメラチャネルの作製と Ly6H の機能
解析 
α7 nAChR は、他の nAChR と比較して

脱感作しやすく、応答電流の測定が難しい。
そこで我々は、脱感作を受けず、アゴニスト
繰り返し投与でも安定した応答電流測定が
可能であると報告されている、α7 nAChR
の細胞外領域（リガンド結合領域）に α1 グ
リシン受容体の膜貫通・細胞内領域を結合
させたキメラ受容体チャネル（α7-GlyR 
Chimera）を作製し、ACh 応答電流を測定
した（図 1）。まず、7-GlyR Chimera を発
現させた HEK293 細胞に ACh を投与した
ところ，応答電流が確認された。この反応
は、α7 nAChR の選択的アンタゴニストで



ある methyllycaconitine (MLA)を前投与し
ておくことで抑制された。次に、 α7 
ChimeraとLy6Hを共発現させたHEK293
細胞に ACh を投与したところ，流入電流の
有意な抑制が観察された。 

続いて、ビオチン化アッセイ法により α7 
nAChR の膜上発現量を解析した。形質膜上
に存在し細胞外に露出しているタンパク質
のみが親水性ビオチン化試薬と反応し、こ
れと Western Blotting 法を組み合わせるこ
とで形質膜上 7 nAChR への影響を定量
化した。その結果、7 nAChR の膜上発現
量と細胞全体発現量の比は、Ly6Hの共発現
により影響を受けないことが判明した。 
 
(3) ネイティブ 7 nAChRの安定発現細胞
の樹立 

2016 年に、小胞体に存在する新規タンパ
ク質 NACHO が 7 nAChR の生合成、タ
ンパク質折り畳みや細胞内輸送をシャペロ
ンとして促進することで、機能的  7 
nAChR の形質膜上発現を大幅に増加させ
ることが報告された。そこで、HEK293 細
胞に α7 nAChR と NACHO および Ric-3 の
3 種の cDNA を発現させ、薬剤選択により
機能的 α7 nAChR を形質膜上に発現する安
定発現細胞株 (TARO 細胞: Triple Alpha7 
Ric-3 NACHO 細胞) を作製した。TARO
細胞では α7 nAChR、Ric-3、NACHO が発
現していることを Western blot 法により
確認した後に、フローサイトメトリーを用
いて α7 nAChR 形質膜上発現量を解析した。 

Alexa-647 標識 α-ブンガロトキシンを用
いて、形質膜上に結合する蛍光強度を解析
したところ、TARO 細胞では全ての細胞で
強い Alexa 647 蛍光が観察された。また、
α7 nAChR の細胞内領域に YFP を付した
α7 nAChR-YFPとRic-3およびNACHO を
共発現させた TARO-YFP 細胞では形質膜
で YFP 蛍光が検出された。このためこの細
胞では、YFP の蛍光強度は α7 nAChR の形

質膜上発現の指標になると考えられた。パ
ッチクランプ法によってリガンド応答電流
を測定した。これらの細胞に choline を 30
秒間投与したところ、HEK293 細胞では応
答電流が確認されなかったが，TARO 細胞
および TARO-YFP 細胞では大きな応答電
流が確認された。 
 
(4) TARO 細胞での Ly6H の機能解析 

TARO 細胞に Ly6H をトランスフェクシ
ョンし、リガンド応答電流を測定した。な
お，control では Ly6H の代わりにベクター
のみをトランスフェクションした。Ly6Hを
発現させた TARO 細胞に choline を 30 秒
間投与したところ、α7-GlyR Chimera と同
様に、有意に応答電流が抑制されることが
明らかとなった。 
 
(5) まとめと考察 
本研究に用いたキメラ受容体チャネル 

(α7-GlyR Chimera) は、α7 nAChR の細胞
外領域に α1 glycine receptor の膜貫通・細
胞内領域をつなげたものである。この α7-
GlyR Chimera で Ly6H の共発現による
ACh応答電流の抑制が確認されたことから、
Ly6H は α7 nAChR の細胞外領域を作用点
としていると考えられる。これに加え、ビオ
チン化アッセイ法により、Ly6Hの共発現が 
α7 nAChR の形質膜上発現に影響を与えな
かったことから、Ly6Hの作用点は形質膜上
であり、α7 nAChR の細胞外領域に結合し
てチャネル活性を抑制すると考えられた。
しかし、人工の融合タンパク質で得られた
結果が、生体内の α7 nAChR 機能にどの程
度まで外挿できるのか不明な点が残った。 
そこで、新規の α7 nAChR のシャペロン

タンパク質NACHO および従来から知られ
ている Ric-3 を共発現させることで、ネイ
ティブ α7 nAChR の安定発現細胞の作製
を試みた。本研究により、NACHO および
Ric-3 を共発現させることで機能的な α7 
nAChR を安定的に形質膜上に発現する細
胞株  (TARO 細胞 )の作製に成功し、α7 
nAChR の詳細な解析が初めて可能となっ
た。TARO 細胞を用いた解析の結果、Ly6H
の共発現により α7 nAChR の応答電流が抑
制されることがネイティブな受容体でも確
認され、Ly6H は形質膜上で直接に α7 
nAChR に作用するとの強いエビデンスを
得ることができた。 
今後の研究課題としては、Ly6H と α7 

nAChR との詳細な結合様式の解明が残さ
れている。ACh結合部位と同じであるのか、
別のアロステリック部位に結合するか、な
どが解明すべき課題である。さらに生体内
での作用を追求するためには、免疫組織化
学による局在解析に使用できる高品質な
Ly6H抗体が求められるが、満足できる抗体
は未だに得られていない。よい抗体が得ら
れた場合には、個体の発生期や各種病態に

 

図 1. 7 nAChR / GlyR キメラ受容体チ

ャネルの構造 

 



おける発現解析が可能となり、ヒト疾患に
も外挿可能な知見が得られることが期待で
きる。 
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